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　 　 【摘要】 　 目的　 检测 Ｄｌｘ２ 基因在小尾寒羊颅骨缺损模型颅骨组织中的表达，探讨其对颅骨缺损的意义。 方

法　 选取 １０ 只 １ 月龄小尾寒羊，建立颅骨缺损模型，对缺损部位的新生颅骨组织及邻近缺损部位的原生颅骨组织

进行取材，应用 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 Ｄｌｘ２ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果　 与邻近缺损部位的

原生颅骨组织比较，缺损部位的新生颅骨组织 Ｄｌｘ２ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 Ｄｌｘ２ 基

因表达增加可能对颅骨缺损修复有重要意义。
【关键词】 　 颅骨；修复；ＰＣＲ；Ｄｌｘ２ 基因
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　 　 各种原因造成的小儿外伤的发生率日益升高，
在各类外伤中，颅脑外伤位居首位。 颅骨作为脑组

织的天然保护屏障，若其受到损伤，后果不堪设想。
尤其对于小儿这一特殊群体，正处于生长发育的关

键时期，若颅骨修补的选择不当，可能会对小儿的

一生造成难以想象的后果［１］。 截止目前，针对小儿

颅骨缺损的修复问题，尚缺乏理想的修复方案，学
者们纷纷从修复的必要性、时机、材料选择等各个

宏观的角度进行了研究［２ － ３］，而利用组织病理学、分
子生物学技术和生物信息方法，从组织、细胞、分子

和信号传导途径等层面，研究如何修复缺损区的颅

骨组织可能还需进一步的补充。
ＤＬｘ 基因家族是同源盒基因系的一个分支，包

括 ＤＬｘ２、ＤＬｘ３、ＤＬｘ５ 等，这些基因在颌面骨的发育

中起重要作用［４ － ６］。 剔除 ＤＬｘ２ 基因的新生小鼠出

生后就死亡，并发现第一鳃弓衍化为畸形上颌突且

（或）长骨发育异常［７ － ８］。 ＤＬｘ３ 诱导的成骨细胞骨

形态发生蛋白 ２（ＢＭＰ⁃２）是通过 ｐ３８ ／ Ｓｍａｄ５ 信号通

路调控［６］。 ＤＬｘ５ 是 ＢＭＰ 信号通路的靶基因，并且

在骨形成和胚轴背腹侧的形成中起重要调控作

用［５］。 这些结果提示 ＤＬｘ 基因家族可能在颅面骨

的发育和分化中起重要的调控作用。
Ｄｌｘ２ 基因作为 Ｄｌｘ 基因家族的一员，在调控细

胞周期和凋亡、组织稳态发展、器官形态发育等方

面发挥着重要的作用［９ － １０］。 小儿颅骨的生长方式

属于膜性成骨，成骨细胞的作用较活跃，能促进缺

损边缘处产生新的骨基质，最后形成富有活力的骨

组织［１１］。 基质矿化是骨形成过程中的一个重要阶

段，也是一个紧密的有规律的过程，ＤＬｘ２ 基因在参

与调控成骨细胞的矿化过程中起重要作用［１２］。 目

前关于 Ｄｌｘ２ 基因与骨代谢方面的研究多以鼠作为

实验动物，且大多局限于细胞层面，选择与人类亲

缘更近的绵羊进行研究，探寻幼羊颅骨组织中 Ｄｌｘ２
的表达情况，国内外鲜有报道。 本组实验主要利用

幼羊缺损模型，观察颅骨缺损区域的新生骨组织中

Ｄｌｘ２ 的表达情况，从分子生物学的角度为小儿颅骨

缺损的修复提供一定的思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级雌性 １ 月龄小尾寒羊 １０ 只，体重 ４􀆰 ５ ～
５􀆰 ２ ｋｇ，来源于内蒙古科技大学包头医学院动物实

验室［ＳＣＸＫ（蒙）Ｋ２０１６ － ０００３］，无菌手术在内蒙古

科技大学包头医学院第一附属医院中心实验室

［ＳＹＸＫ（蒙）Ｋ２００５ － ００１９］进行，动物实验由内蒙古

科技大学包头医学院医学生物学研究所动物实验

伦理审查委员会通过，伦理审批 ＩＡＣＵＣ 号：２０１６ －
０３３，实验过程中按 ３Ｒ 原则给予实验动物人道的

关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司）；反转录试剂盒（上
海生工，Ｂ５３２４４５）；２ＸＲｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍｉｘ（南京博尔

迪，ＢＲ１０１）；Ｄｌｘ２ 基因和内参 β⁃ａｃｔｉｎ 基因的引物

（南京金斯瑞）；兔源 Ｄｌｘ２ 抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司，
ａｂ２８４６１）；兔源 Ｈｉｓｔｏｎｅ 抗体（美国 ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公

司，＃４４９９）；辣根过氧化物酶标记的驴抗兔二抗（北
京博奥森公司，ｂｓ⁃０２９５Ｄ）；ＥＣＬ 化学发光显色试剂

盒（北京普利莱公司，Ｐ１０１０）；枪头与离心管（美国

Ａｘｙｇｅｎ 公司）。
自动双重纯水蒸馏仪（上海本波仪器有限公

司，ＳＺ⁃９８）；立式压力蒸汽灭菌器（日本坪山制作所

株式会社，ＨＶＥ ／ ＨＶＡ）；干燥箱 （上海善志，ＤＨＧ⁃
９０２３ Ａ）；低温高速离心机 （德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，
Ｃｒｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４ Ｒ）；小型垂直电泳槽（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ
公司，１６５８００１）；电泳仪电源（美国 ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 公司，
１６４５０５０）；凝胶成像系统（中国天能公司，１６００）；普
通 ＰＣＲ 仪（美国 ＭＪ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司，２６６６５）；超微量

紫外分光光度计 （ 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司， ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００）；ＡＢＩ７９００ 荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪（美国 ＡＢＩ 公
司，ＡＢＩ７９００ＨＴ ＦＡＳＴ）；超声波破碎仪（宁波科生超

声设备有限公司，ＪＹ９８⁃Ⅲ）；常温离心机（北京大龙

兴创实验仪器有限公司，Ｄ１００９）；漩涡混合仪（北京

大龙兴创实验仪器有限公司，Ｍｘ⁃ｓ）；全自动酶标仪

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司， Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＦＣ）； 摇床 （ 美国

Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 化学发光成像系统（中
国天能科技有限公司，Ｔａｎｏｎ４２００ＳＦ）；微量移液器

（北京大龙兴创实验仪器有限公司）； － ８０℃超低温

冰箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； － ２０℃ 冰箱和 ４℃ 冰箱

（中国海尔公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 颅骨缺损模型的制作与取材

给予小尾寒羊 ３％戊巴比妥钠溶液按照 １ ｍＬ ／
ｋｇ 体重，经颈外静脉注射麻醉后平卧于手术台上，
待麻醉满意后进行手术。 头顶备皮，在手术室内用

２􀆰 ５％的碘伏和 ７５％ 的酒精常规消毒皮肤，铺无菌

手术洞巾，无菌条件下，由两眼眶上缘连线中点至
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外耳道连线的中点线形切开头顶部皮肤，切透骨膜

并向两侧牵开，充分暴露颅骨（图 １），用环形铣刀铣

出直径 ３ ｃｍ 大小的颅骨缺损。 双氧水和庆大霉素

盐水反复冲洗手术区预防感染，将骨膜尽量平整的

平铺在颅骨缺损区上，取出牵开器，全层缝合头皮。
术后三天，每只羊给予青霉素 ３２０ 万单位，分两次肌

肉注射。 术后七天拆线。 １０ 只幼羊在相同饲养条

件下，于 １ 个月后宰杀，分别取缺损区新生的骨组织

及其邻近的原生骨组织置于事先做好标记的冻存

管中，储存在 － ８０℃的冰箱中备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测颅骨组织 Ｄｌｘ２ ｍＲＮＡ 的

表达

将 － ８０℃冰箱取出的颅骨组织，液氮中冻存过

夜，采用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取颅骨总 ＲＮＡ，经紫外分光光度

计定量。 按照上海生工公司反转录试剂盒进行反

转录，得到 ２１ μＬ 的 ｃＤＮＡ 产物， － ２０℃储存。 采用

南京博尔迪的 ２ＸＲｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｍｉｘ，往 ＡＢＩ 的 ９６ 孔板每

孔中加入 ｃＤＮＡ ２ μＬ，３’和 ５’端引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）１
μＬ，２ＸＲｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ，每个

样品设置 ３ 个复孔，用 ＡＢＩ７９００ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 仪检

测各颅骨组织中 Ｄｌｘ２ 基因和内参 β⁃ａｃｔｉｎ 在 ｍＲＮＡ
水平的表达。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系：９５℃ ５ ｍｉｎ，
９５℃ ３０ ｓ、５５℃ ３０ ｓ，７２℃ ３０ ｓ 循环 ４０ 次，反应体系

为 ２５ μＬ，７２℃ ２ ｍｉｎ［１３］。 转录因子 ＤＬｘ２ 基因的正

向引物 ５’⁃ＡＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＣＡＡＡＧＡＡＡＧＴＣ⁃３’，反
向引物 ５’⁃ ＣＧＧＧＡＡＧＴＧＣＣＡＧＧＴＡＴＴＧＡＧ ⁃３’；内
参 β⁃ａｃｔｉｎ 基因的正向引物 ５’ ⁃ＡＣＣＣＡＣＡＣＧＧＴＧＣ
ＣＣＡＴＣ⁃３’， 反 向 引 物 ５ ’⁃ ＴＣＣＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧＧ
ＡＣＧＡＴＴＴ⁃３’。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应结束后，记录各

样本的 ＣＴ 值，结果以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参进行均一化，
△ＣＴ ＝ ＣＴｔａｒｇｅｔ⁃ＣＴβ⁃ａｃｔｉｎ，采用 ２ －△ＣＴ方法进行定量分

析，结果以（􀭰ｘ ± ｓ）表示。
１􀆰 ３􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测颅骨组织 ＤＬＸ２ 蛋白的

表达

将 － ８０℃冰箱取出的颅骨组织，液氮中冻存过

夜，均加入 ＲＩＰＡ 强裂解液（上海碧云天生物技术有

限公司），用手持式匀浆器和超声粉碎的方法，裂解

１０ ｍｉｎ，将骨组织蛋白全部裂解，离心取上清，加入

蛋白酶抑制剂（北京普利莱公司）。 总蛋白经 ＢＣＡ
法定量，加入 ６ｘＬｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 上样缓冲液和抗氧化

剂，于 １００℃加热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性， － ２０℃保存备

用。 取 １０ μｇ 总蛋白于 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶中依次行

电泳、转膜、５％ 的脱脂牛奶封闭，１ｘＴＢＳＴ 洗涤后

ＰＶＤＦ 膜上检出目的蛋白和内参蛋白的条带，将膜

剪开后，分别加入兔源 Ｄｌｘ２ 抗体 （１ ∶ ８００，英国

Ａｂｃａｍ 公司）和兔源 Ｈｉｓｔｏｎｅ 抗体（１∶ １０００，美国 ｃｅｌｌ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司），４℃孵育过夜。 第 ２ 日吸弃一抗后，
１ｘＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，加入辣根过氧化物

酶标记的驴抗兔二抗（１∶ １０００，北京博奥森公司）孵
育 ２ ｈ，再次洗涤后，加入预先配置好的 ＥＣＬ 发光液

（Ａ 液∶ Ｂ 液 ＝ １ ∶ １，北京普利莱公司），于 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 化学发光成像系统曝光、显影。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软

件进行灰度值测量，以 Ｈｉｓｔｏｎｅ 为内参，各条带灰度

值作为目的蛋白 ＤＬＸ２ 的相对表达量。
１􀆰 ４　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 进行统计学分析，所有结

果以平均数 ±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，每组实验至少重

复 ５ 次，采用 ｔ 检验的方法，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显

著性。

图 １　 切开后牵开暴露颅骨

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｏｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓｋｕｌｌ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ｓｃａｌｐ

２　 结果

２􀆰 １　 造模情况

造模完成后肉眼观察小尾寒羊颅骨有一直径

３ ｃｍ左右的圆形骨缺损（图 ２），１ 个月后宰杀取材。
２􀆰 ２　 Ｄｌｘ２ 在缺损区新生骨组织及邻近的原生骨组

织中 ｍＲＮＡ 的表达变化

通过对 １０ 对小尾寒羊颅骨缺损样本进行 Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的检测，比较了缺损区新生骨组织和邻近

的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ ｍＲＮＡ 的表达变化。 缺损区

新生骨组织中 Ｄｌｘ２ 基因的相对丰度值为（０􀆰 ０４０５１
± ０􀆰 ００５４６５），邻近的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ 基因的相

对丰度值为（０􀆰 ０２３８８ ± ０􀆰 ００４４１８），Ｄｌｘ２ 在缺损区
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图 ２　 颅骨缺损模型

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｋｕｌｌ ｂｏｎｅ ｄｅｆｅｃｔ ｍｏｄｅｌ

新生骨组织中的 ｍＲＮＡ 表达水平高于邻近的原生

骨组织（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性。 （图 ３）

注：与原生骨组织组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ３　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析颅骨缺损区新生的骨组织

及邻近的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ ｍＲＮＡ 的表达水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎａｔｉｖｅ ｓｋｕｌｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ Ｄｌｘ２ ｉｎ ｎｅｗｂｏｒｎ ｓｋｕｌｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｆｅｃｔ

ａｒｅａ ａｎｄ ｎａｔｉｖｅ ｓｋｕｌｌ ａｒｅａ

２􀆰 ３　 ＤＬＸ２ 在缺损区新生骨组织及邻近的原生骨

组织中蛋白的表达水平

通过对 １０ 对小尾寒羊颅骨缺损样本进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 的相对灰度值检测，比较了缺损区新生

骨组织和邻近的原生骨组织中 ＤＬＸ２ 蛋白的表达变

化。 缺损区新生骨组织中 Ｄｌｘ２ 基因的相对灰度值

为（６􀆰 ３０８ ± ０􀆰 ８２２７），邻近的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ 基

因的相对灰度值为（２􀆰 ３２８ ± ０􀆰 ４３９８），ＤＬＸ２ 在缺损

区新生骨组织中的蛋白表达水平高于邻近的原生

骨组织（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），差异有显著性。 （图 ４）

注：与原生骨组织比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析颅骨缺损区新生的骨组织

及邻近的原生骨组织中 ＤＬＸ２ 蛋白的表达水平

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎａｔｉｖｅ ｓｋｕｌｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ＤＬＸ２ ｉｎ ｎｅｗｂｏｒｎ ｓｋｕｌｌ
ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｆｅｃｔ

ａｒｅａ ａｎｄ ｎａｔｉｖｅ ｓｋｕｌｌ ａｒｅａ

３　 讨论

颅骨作为脑组织最直接的保护屏障，若其缺

损，对人的一生将会产生难以预测的影响［１４］。 颅骨

缺损在小儿中的发生并不少见，据统计，跌倒坠落

伤、交通事故伤在所有致伤因素中所占比例最高，
依次为 ５６％ 、 ２９％ ， 其次为碰撞伤 （ ４％ ）、 砸伤

（１％ ）及其他原因不明因素伤（９％ ） ［１５］。 尽管在小

儿颅骨缺损方面的研究如火如荼，但大多局限于宏

观方面，由于其相比成人有一定的年龄特殊性，其
按照成人修补方式进行修补的弊端也是显而易见

的，例如覆盖式修复可能限制颅骨发育，非降解材

料填充修复可能致骨窗边缘和修复材料的对抗，均
可导致颅骨发育畸形［１６］，所以，小儿颅骨缺损修补

给临床医生增加了难度。 与其他部位骨质缺损相

似，若想进行颅骨缺损修复，也可利用一系列的分

子机制进行调控等。
颅骨组织由细胞、纤维和基质构成，骨细胞是

骨组织的主要细胞，而一个成骨细胞在 ３ ～ ４ ｄ 内可

分泌其三倍体积的基质，然后自身埋于其中，即变

为骨细胞［１７］，所以成骨细胞在骨组织的生长发育、
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骨量平衡的调节中发挥着关键作用。 Ｄｌｘ２ 调控生

物体头颅颌面部骨骼的发育［１８ － １９］，在成骨细胞增

殖、分化和成熟过程中起作用，可能直接参与骨细

胞功能调控和骨形成过程［１２］。 有学者指出，Ｄｌｘ２ 的

表达可以诱发钙黏蛋白和神经细胞黏附因子的高

表达，使神经嵴细胞黏附性增加，出现细胞的聚集，
促进骨的生成［２０］。 本实验发现 Ｄｌｘ２ 在颅骨缺损区

的新生骨组织中更高，与以上学者的研究结果一

致。 本实验通过检测颅骨缺损区的新生骨组织及

其邻近的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ 的 ｍＲＮＡ 表达水平发

现，在两个区域中存在差异表达，与此同时，ＤＬＸ２
蛋白表达在颅骨缺损区的新生骨组织中表达增加。
结果提示 Ｄｌｘ２ 表达增加与颅骨缺损区颅骨组织的

新生可能密切相关。
从微观分子方面入手，研究调控颅骨生长的相

关因子及机制，利用分子生物学的方法探索小儿颅

骨缺损修补的新手段，尚有很大的探寻空间［２１］。 据

报道，ＤＬｘ２ 应该是成骨分化过程中一个关键分

子［４，２２ － ２４］，在 Ｄｌｘ２ｍＲＮＡ 的 ３’端中有一个假定的

ｍｉｒ⁃５３９ 结合序列，Ｄｌｘ２ 作为 ｍｉｒ⁃５３９ 的一个目标基

因，ｍｉｒ⁃５３９ 可以通过靶向 Ｄｌｘ２ 参与成骨前细胞分

化［２０］。 本研究结果提示，在新生的颅骨组织和其邻

近的原生骨组织中 Ｄｌｘ２ 表达存在差异，Ｄｌｘ２ 的相对

高表达主要表现在颅骨缺损区域新生骨组织的

Ｄｌｘ２ ｍＲＮＡ 和 ＤＬＸ２ 蛋白等分子水平，在此过程中，
Ｄｌｘ２ 的骨基质形成和成骨分化均有助于颅骨缺损

区的组织生长，促进颅骨缺损的修复。 因此，笔者

猜测，可以将 Ｄｌｘ２ 作为调节颅骨缺损修复新的治疗

研究靶点。
本实验研究结果显示，颅骨缺损区新生的骨组

织 Ｄｌｘ２ 的表达较其邻近的原生骨组织高，笔者推

测，Ｄｌｘ２ 可 能 对 颅 骨 缺 损 的 修 复 起 着 重 要 作

用［２２ － ２４］。 在未来的研究中，Ｄｌｘ２ 可能作为骨代谢

和骨生长新的靶点，对其具体的调控通路和调控机

制进行更深入的探索。 由于本实验只是检测了 １０
对小尾寒羊的颅骨组织标本，样本量相对有限；而
且，本实验采用小尾寒羊作为研究对象，与人类毕

竟不是同一物种，可能存在物种差异性。 只有将这

些问题充分地解决好，才能真正有可能将这些科研

成果应用于临床上小儿颅骨缺损的修补。
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２０１６，３（１５）：２５０ － ２５１．
［ ８ ］ 　 莫耘松，孙晓珍，张桂珍，等． ＥＧＦＲ 和 ＴＧＦ⁃α 在胃黏膜病变组

织中的表达及 Ｈｐ 对其影响的研究［Ｊ］ ． 浙江临床医学，２００７，
９（４）：５０９ － ５１０．

［ ９ ］ 　 马长宇． 滋阴清热良药—石斛的治疗与保健作用［ Ｊ］ ． 健康指

南：医疗保健服务， ２０１４，（４）：４３ － ４４．
［１０］ 　 王杰，王邦才． 鲜铁皮石斛临床应用举隅［ Ｊ］ ． 浙江中医杂志，

２０１２，４７（１１）：８４１ － ８４２．
［１１］ 　 刘旺根，陈四清，冯黎，等． 黄芪建中汤对慢性萎缩性胃炎大鼠

胃黏膜屏障功能的影响 ［ Ｊ］ ． 陕西中医，２００７，２８ （３ ）：３７５
－ ３７６．
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